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RESUMEN  Objetivos. Comparar el desemperio de dos sistemas rapidos de diagndstico de cdlera con el
método de cultivo y proponer una estrategia que permita mejorar la especificidad y la sensibi-
lidad de estos sistemas y disminuir los costos del diagnéstico.

Métodos. En el estudio participaron el Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia
(CNRB) del Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud
(INCIENSA) y hospitales de las provincias de Alajuela, Guanacaste y San José, en Costa Rica.
Se emplearon 237 muestras de heces para evaluar el desempefio de dos pruebas rdpidas para el
diagnéstico de Vibrio cholerae O1: Pathogen Detection Kit® (PDK, Intelligent Monitoring
Systems, Gainsville, Florida, EUA) y Cholera-SMART® (New Horizons Diagnostics Corp.,
Columbia, Maryland, EUA), tanto en forma directa (SMART directo y PDK directo) como a
partir de cultivos de enriguecimiento de 6 horas (SMART-6 y PDK-6) y de 18 horas (SMART-
18 y PDK-18) a 37 °C en agua de peptona alcalina. Las muestras diarreicas y semiformadas se
cultivaron y se evaluaron con las pruebas ripidas directas; cuando el resultado inicial era ne-
gativo se repitieron a las 6 y 18 horas de cultivo. Los hisopados rectales y fecales se evaluaron
a partir de cultivos de enriquecimiento de 6 y de 18 horas. Adicionalmente se estudid la sensi-
bilidad analitica de los sistemas rdpidos con cultivos puros de 18 a 24 horas de incubacion de
V. cholerae O1 (cepa SOS-833, CNRB, Costa Rica) y se evalud la utilidad del andlisis mi-
croscopico de la motilidad para racionalizar el uso de las técnicas ripidas.

Resultados. La sensibilidad, tanto de SMART directo como de PDK directo, fue de 100% en
muestras de heces diarreicas y semiformadas y en contenido intestinal de caddveres. Con estas
muestras, el procedimiento SMART directo mostré una especificidad de 100%, mientras que con
el PDK directo esta fue de 85,7% a 77,4%, en dependencia del tipo de muestra. Los resultados
positivos falsos obtenidos mediante PDK directo resultaron negativos con PDK-6 y PDK-18.
Entre los hisopados rectales y fecales de personas con y sin diarrea o que recibieron tratamiento
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previo con antibidticos se observaron tres resultados negativos falsos con SMART-6 y dos con
PDK-6, los cuales resultaron positivos mediante SMART-18 y PDK-18, respectivamente.
Ambos sistemas mostraron una concordancia excelente (indice kappa superior a 0,9) en las dife-
rentes modalidades evaluadas. La sensibilidad analitica de ambos sistemas fue de 6 X 107 ufc/mL
de V. cholerae O1, lo que concordé con la observacion microscopica de 10 microorganismos o
mds con motilidad tipica de vibriones por campo (aumento de 1000X). Las muestras con menos
de 10 microorganismos con motilidad tipica de vibriones tenian concentraciones entre 6 X 103
y 6 X 10° ufc/mL y solo resultaron positivas después de un enriquecimiento de 6-18 horas. Se
propone una estrategia para establecer la presencia de Vibrio cholerae O1 en un tiempo infe-
rior al de los métodos convencionales, con valores predictivos positivo y negativo de 100%.

Conclusiones. Los sistemas SMART y PDK permiten llegar a un diagndstico certero de cé-
lera en poco tiempo, no requieren de instrumental complejo ni de personal técnico altamente
calificado y funcionan satisfactoriamente en condiciones de campo. Mediante la estrategia pro-
puesta se pueden aumentar la especificidad y la sensibilidad de estos sistemas y se reducen los
costos del diagndstico, lo que permite recomendar su empleo para la vigilancia del cdlera en
dreas con escasos recursos, donde esta enfermedad constituye un grave problema de salud

ptiblica.

Colera, Vibrio cholerae O1, tests inmunoldgicos, valor predictivo de los tests.

El co6lera es una enfermedad dia-
rreica aguda, endémica en lugares con
deficiencias en el saneamiento bésico y
en la higiene personal y de los alimen-
tos (1-4). Estas areas han sido focos de
epidemias que los fenémenos climati-
cos, las migraciones, el aumento de los
viajes internacionales y el trasiego de
alimentos han convertido en pande-
mias (4, 5).

Ademads de Vibrio cholerae O1 y de
V. cholerae O139, otros enteropatoge-
nos pueden elaborar toxinas similares
a la colérica, por lo que también pue-
den producir cuadros diarreicos clini-
camente indistinguibles del cdlera
(6-8). Aunque estas diarreas requieren
del mismo tratamiento de rehidrata-
cion (9), tnicamente cuando se trata de
V. cholerae O1 y O139 se hace indispen-
sable establecer medidas inmediatas
de control epidemiolégico que permi-
tan limitar la propagacién de la enfer-
medad (10-12). En vista del alto costo
que implica movilizar recursos huma-
nos y poner en marcha las medidas
de control epidemiolégico, la pronta
respuesta del laboratorio en la identifi-
cacién del patégeno causante de la en-
fermedad constituye un pilar funda-
mental en el control del célera (11).

El diagnéstico convencional del c6-
lera depende del aislamiento del mi-
croorganismo en medios selectivos y
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de su posterior identificaciéon me-
diante pruebas bioquimicas y serolégi-
cas. Este procedimiento, ademas de
costoso, requiere de una infraestruc-
tura de laboratorio relativamente com-
pleja y demora entre uno y tres dias en
dar resultados confiables (7, 11). En
muchos de los paises afectados por el
cblera, la disponibilidad de laborato-
rios con capacidad para realizar culti-
vos bacteriolégicos es reducida, por lo
que ha sido necesario establecer siste-
mas de referencia en los niveles loca-
les, regionales o centrales (13). Esta
medida ocasiona gastos adicionales de
transporte y, lo que es mas grave aun,
aumenta el tiempo necesario para lle-
gar al diagndstico y establecer las me-
didas de control epidemiolégico.

En los dltimos afios se han desarro-
llado sistemas comerciales para el
diagnostico rapido de V. cholerae O1 y
0139. Los primeros métodos para el
diagnéstico rapido de V. cholerae O1 se
basaron en anticuerpos policlonales
que permitian identificar la bacteria
directamente a partir de medios de
aislamiento primario (14). La especifi-
cidad de estos primeros sistemas au-
ment6 cuando se desarrollaron anti-
cuerpos monoclonales especificos
contra el antigeno A del lipopolisaca-
rido de esta bacteria. Estos anticuerpos
monoclonales se emplean en diferen-

tes sistemas diagndsticos, como el
Cholera Screen® (New Horizons Di-
agnostics Corp., Columbia, Maryland,
EUA), que se basa en la coaglutinacion
de células de Staphylococcus aureus re-
cubiertas con uno de estos anticuerpos
monoclonales (15, 16). En el sistema
Pathogen Detection Kit® (PDK, Intelli-
gent Monitoring Systems, Gainsville,
Florida, EUA), los anticuerpos mono-
clonales estan adsorbidos sobre par-
ticulas de ldtex, mientras que en el
sistema Cholera SMART® (Sensitive
Membrane Antigen Rapid Test, New
Horizons Diagnostics Corp., Colum-
bia, Maryland, EUA) ocurre la preci-
pitacién del anticuerpo monoclonal
marcado con oro coloidal que reac-
ciona con el V. cholerae O1 presente en
la muestra. Luego, este complejo es
capturado por un anticuerpo policlo-
nal que se encuentra fijado sobre una
membrana de nitrocelulosa, lo que
hace posible visualizar el resultado
(17). Mas recientemente se han desa-
rrollado sistemas inmunocromatogra-
ficos, como los llamados dipstick, para
el diagnéstico rapido de V. cholerae O1
y 0139 (18). Sin embargo, con excep-
cién de las publicaciones que dan a co-
nocer el desarrollo de estos sistemas,
en la literatura existe poca informacion
sobre sus resultados en condiciones de
campo.
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El objetivo del presente trabajo es
comparar el desempefio de dos de
estos sistemas rapidos de diagndstico
del colera (Cholera SMART® y Patho-
gen Detection Kit®) con el cultivo
como método de referencia y proponer
una estrategia que permita mejorar
la especificidad y sensibilidad de es-
tos sistemas y disminuir los costos del
diagnéstico.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio en el que parti-
ciparon el Centro Nacional de Referen-
cia en Bacteriologia (CNRB) del Insti-
tuto Costarricense de Investigacién y
Ensefianza en Nutricién y Salud (IN-
CIENSA); los hospitales de Upala, Los
Chiles, San Ramén (Dr. Carlos L. Val-
verde Vega) y San Rafael, todos en la
provincia de Alajuela; el Hospital Dr.
Enrique Baltodano, de Liberia, en la
provincia de Guanacaste; y la Clinica
Marcial Fallas, de San José. El estudio
se llevé a cabo en 1996, durante los ul-
timos brotes de c6lera en Costa Rica.

El CNRB capacité a funcionarios de
los laboratorios participantes para la
realizacién de las pruebas y entregod
formularios precodificados para reco-
pilar la informacién, instrucciones de
los procedimientos y un estuche de
cada una de las pruebas a evaluar. En
total se recopild la informacién de 237
muestras de heces, 213 de las cuales se
analizaron mediante coprocultivo y
pruebas rapidas. Las restantes 24 mues-
tras se analizaron solo mediante las
pruebas rapidas y se emplearon tnica-
mente para comparar los dos métodos
rapidos mediante el indice kappa. De
las 237 muestras, 89 eran diarreicas, 12
semiformadas y 126 formadas (no dia-
rreicas). En 10 casos no se especifico el
tipo de muestra. De acuerdo con las
instrucciones brindadas por el CNRB,
la mayoria de las muestras se procesa-
ron seglin sus caracteristicas: las mues-
tras diarreicas y semiformadas se culti-
varon y se evaluaron con las pruebas
rapidas directas; cuando el resultado
inicial era negativo se repitié el andlisis
a las 6 y 18 horas de cultivo. Los hiso-
pados rectales y fecales se evaluaron a
partir de cultivos de enriquecimiento

de 6 y 18 horas. El nimero total de ob-
servaciones realizadas con el sistema
PDK es ligeramente menor que el de las
obtenidas con el SMART, ya que algu-
nos laboratorios no aplicaron las dos
pruebas en todos los casos.

Procesamiento de las muestras

Cultivo. Las muestras fecales se enri-
quecieron en agua de peptona alcalina
a pH 8,9-9,1 (APA, 1% de Bacto Pep-
tona y 1% de NaCl) durante 4-6 horas
a 37 °C. Después se tom6 una asada
de la superficie y se cultivé en agar
tiosulfato con citrato, sales biliares y
sacarosa (TCBS, Difco Laboratories,
Detroit, EUA). Después de 18-24 horas
de incubacion a 37 °C, las colonias
amarillas caracteristicas de V. cholerae
se aislaron e identificaron mediante
técnicas bioquimicas y serolédgicas
convencionales (7, 11).

SMART y PDK. Se siguieron las ins-
trucciones de los fabricantes para rea-
lizar las pruebas directamente a las
heces (SMART directo, PDK directo).
También se aplicaron estas pruebas a
los cultivos en APA inoculados con hi-
sopados rectales, fecales o del conte-
nido intestinal de cadaveres después
de 4-6 horas (SMART-6 y PDK-6) y
de 18 horas (SMART-18 y PDK-18) a
37 °C. Todas las muestras que presen-
taron resultado positivo o dudoso con
las pruebas rapidas fueron enviadas al
CNRB para su confirmacién.

Sensibilidad analitica de SMART vy
PDK. Colonias de un cultivo puro y
fresco (de 18 a 24 horas de incubacién)
de la cepa SOS-833 de V. cholerae O1
(CNRB, Costa Rica) se resuspendieron
en solucion salina estéril (0,85% de
NaCl) hasta alcanzar una turbidez
comparable con la del stindard 2 de
McFarland (aproximadamente 6,0 X
10® células/mL). A partir de esta sus-
pensién se prepararon diluciones se-
riadas 1:10 en APA que se sembraron
en placas con agar tripticasa soya
(TSA, Difco Laboratories, Detroit,
EUA) y se incubaron a 37 °C durante
18-24 horas para realizar el conteo de
colonias. Cada dilucién se evalué con
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los sistemas SMART y PDK, segtn las
instrucciones del fabricante, a las 0, 6,
18 y 24 horas de incubacién a 37 °C.

Analisis microscopico
de la motilidad

Con el fin de determinar si la obser-
vacién de la motilidad al microscopio
puede servir para racionalizar el uso
de las técnicas rapidas, se revisaron re-
trospectivamente la informacién sobre
el tipo de muestra y los resultados del
cultivo y de la observacién microscé-
pica de la motilidad de las 138 mues-
tras fecales o de enriquecimiento en
APA estudiadas por ambos métodos
en el CNRB entre 1992 y 1994, indepen-
dientemente de su clasificaciéon como
positivas o negativas a V. cholerae.

La motilidad se observé en una gota
de heces liquidas o una asada del cul-
tivo de enriquecimiento en APA me-
diante un microscopio de luz con un
objetivo de 100X y el diafragma par-
cialmente cerrado (aumento total de
1000X). Se buscaron microorganismos
con la motilidad tipica de los vibriones,
es decir, que atraviesan de lado alado el
campo microscopico como dardos (11).

Para estimar el limite de deteccién de
células con la motilidad caracteristica de
los vibriones, se examind al microscopio
una alicuota de cada una de las dilucio-
nes empleadas para calcular la sensibili-
dad analitica de los sistemas SMART y
PDKy se cuantific6 el nimero de bacte-
rias observado por campo.

Métodos estadisticos

La informacién relacionada con el
estudio microscépico de la motilidad
de las muestras se evalué mediante
el andlisis de proporciones. El célculo
de la sensibilidad, la especificidad y
los valores predictivos (positivo y ne-
gativo) de las pruebas rdpidas con
relacién al cultivo, bajo las diferentes
combinaciones utilizadas, se realiz6
mediante procedimientos convencio-
nales (19, 20) para grupos con maés de
10 observaciones.

Se utiliz6 el indice kappa para eva-
luar la concordancia entre las observa-
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ciones hechas con ambas pruebas rapi-
das. Segun este indice, un valor infe-
rior a 0,7 indica una baja concordancia,
mientras que un valor de 1 indica una
concordancia perfecta (21). Para ello se
emplearon los resultados obtenidos
con los sistemas SMART y PDK, tanto
directo como después de 6 y 18 horas
de cultivo, de las 213 muestras cultiva-
das y de las 24 muestras evaluadas con
los dos métodos rapidos a las que no
se les realiz6é un cultivo.

Segun el tipo de muestra y la canti-
dad estimada de bacterias en las mis-
mas (22), la variable “tipo de muestra”
se codific6 de la siguiente manera:

* Muestras con alta probabilidad de
aislamiento de V. cholerae O1: heces
como “agua de arroz” y heces liqui-
das sin moco

® Muestras con mediana probabilidad
de aislamiento de V. cholerae O1:
hisopados de contenido intestinal
de cadaveres, heces semiformadas y
diarreicas que presentaban moco o
sangre

* Muestras con baja probabilidad de
aislamiento de V. cholerae O1: hiso-
pados rectales y fecales de indivi-
duos con o sin diarrea, y heces de
personas con diarrea que iniciaron
el tratamiento con antibiéticos en
las 24 horas previas a la obtencién
de la muestra.

La informacién acerca del tipo de
muestra evaluada, el motivo del anali-
sis, asi como los resultados del cultivo
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bacteriolégico y de las pruebas rapidas
realizadas se procesaron mediante el
paquete estadistico Epi Info version 6.0.

RESULTADOS

De las 213 muestras analizadas me-
diante coprocultivo, solo en 48 (23%) se
identifico V. cholerae O1. En los estudios
de sensibilidad analitica, tanto el sis-
tema SMART como el PDK detectaron
suspensiones que contenian al menos
6 X 107 ufc/mL de V. cholerae O1. Las
muestras con concentraciones entre 6 X
10% y 6 X 10° ufc/mL solo dieron resul-
tados positivos después de incubarse
en APA durante 6-24 horas (cuadro 1).

El anélisis directo de 63 muestras de
heces de alta y mediana probabilidad
mediante el sistema SMART mostr
que su sensibilidad y su especificidad
fueron de 100% (cuadro 2). De estas
muestras, 28 eran caracteristicas de la
enfermedad, ya que eran liquidas sin
moco y ocho de ellas eran como “agua
de arroz”. El desempefio del sistema
SMART a partir de caldos de enrique-
cimiento con 6 horas de incubacién
(SMART-6) fue similar cuando se rea-
liz6 en muestras de alta y mediana
probabilidad. Sin embargo, el procedi-
miento SMART-6 dej6 de detectar tres
muestras de baja probabilidad, lo que
redujo su sensibilidad y valor predic-
tivo negativo (85,0% y 84,2% respecti-
vamente). Estas tres muestras eran de
personas sin diarrea que habian tenido
contacto con casos de cdlera. Al rein-

cubar estos tres caldos de enriqueci-
miento hasta 18-24 horas y repetir la
prueba (SMART-18) se logré obtener
reacciones positivas (cuadro 2). De
esta forma, el sistema SMART apli-
cado a caldos de enriquecimiento con
18 horas de incubacion (SMART-18)
mantuvo una correlacion de 100% con
el método de cultivo, aun en muestras
de baja probabilidad.

En 35 de las 165 muestras negativas
por SMART analizadas mediante co-
procultivo se identificaron: Escherichia
coli como tinico agente en 14 casos, Shi-
gella spp. en 10, V. mimicus en 4, Salmo-
nella sp. en 1 caso, bacilos similares a
Campylobacter en 1, trofozoitos de Enta-
moeba coli en 2, Lamblia intestinalis en 2
y Ascaris lumbricoides en 1 caso.

Cuando el PDK se aplicé en forma
directa con 27 heces liquidas sin moco
(PDK directo en muestras de alta pro-
babilidad) se obtuvo una sensibilidad
de 100% (cuadro 3). Sin embargo, dos
muestras presentaron resultados posi-
tivos falsos, por lo que la especificidad
fue de 85,7% y el valor predictivo po-
sitivo de 86,6%. En las 34 muestras
fecales de mediana probabilidad, este
procedimiento dio siete resultados po-
sitivos falsos, todos ellos en heces dia-
rreicas acuosas con moco, dos de las
cuales también tenian sangre. En nin-
guna de estas muestras se encontr6
V. cholerae O1 y todas ellas fueron ne-
gativas con el SMART. En siete de las
nueve muestras que dieron un resul-
tado positivo falso por PDK directo
se encontraron: Escherichia coli como

CUADRO 1. Sensibilidad analitica de los sistemas SMART, PDK a diferentes tiempos de incubacién (en horas) y
de la observacion microscopica de la motilidad “al fresco”

Motilidad “al fresco” SMART® PDK®
Ufe/mL (células por campo)? Oh 6h 18 h 24 h Oh 6h 18 h 24 h
6107 210 + + + + 3+ 4+ 4+ 4+
6 x 107 >10 + + + + 2+ 4+ 44 4+
6 X 108 <10 - + + + - 3+ 4+ 4+
6 X 105 - - d + + _ 3 “ o
6x10 - - - + + - - 3+ 3+
6x10° - - - d + - - 3+ 3+

2 Numero aproximado de células con motilidad similar a la de los vibriones por campo. Aumento de 1 000X.

b d: resultado positivo débil (coloracion rosado pélida en el punto de reaccion).
¢ De acuerdo con las instrucciones del fabricante, los resultados se clasifican de manera ascendente segun la intensidad de la reaccién antes de dos minu-

tos de 1+ a 4+.
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tnico agente en cuatro de ellas, Shigella
spp. en dos y trofozoitos de Entamoeba
coli en una. Cuando estas muestras se
analizaron a partir del enriquecimiento
en APA después de 4-6 horas de incu-
bacién (PDK-6), todas resultaron nega-
tivas. Dos de los resultados positivos
falsos salieron negativos cuando estas
muestras se trataron con el amortigua-
dor de extraccién suministrado por el

fabricante de SMART antes de realizar
el PDK en forma directa.

De los 31 hisopados rectales consi-
derados de baja probabilidad, dos
muestras correspondientes a personas
sin diarrea que habian tenido contacto
con casos de célera dieron resultados
negativos falsos mediante el sistema
PDK. Una de esas muestras también
resulté negativa mediante la prueba

Investigaci6n original

SMART-6. La reincubacién del caldo
de enriquecimiento hasta las 18 horas
(PDK-18) revel6 una reaccién positiva
con ambas muestras (cuadro 3).

En 25 de las 164 muestras negativas
por PDK que fueron analizadas me-
diante cultivo se identificaron: Escheri-
chia coli como tinico agente en 11 casos,
Shigella spp. en 7, V. mimicus en 4, Sal-
monella sp. en 1 caso, bacilos similares

CUADRO 2. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del sistema SMART y sus modificaciones, en comparacion con el cultivo,
segun el tipo de muestra?

Numero de observaciones

SMART directo SMART-6 SMART-18

Desempefio Alta Media Baja Alta Media Baja Alta Media Baja
Verdaderos positivos 15 3 10 5 9 17 1 3 8
Verdaderos negativos 13 31 0 1 18 16 1 2 97
Positivos falsos 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativos falsos 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Total de observaciones® 28 34 1 6 27 36 2 5 105
Sensibilidad (%) 100,0 100,0 NRe¢ NR 100,0 85,0 NR NR 100,0
Especificidad (%) 100,0 100,0 NR NR 100,0 100,0 NR NR 100,0
Valor predictivo positivo 100,0 100,0 NR NR 100,0 100,0 NR NR 100,0
Valor predictivo negativo 100,0 100,0 NR NR 100,0 84,2 NR NR 100,0

@ Alta: muestras con alta probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (heces como “agua de arroz” y liquidas sin moco); Media: muestras con mediana probabilidad de aislamiento de V.
cholerae O1 (hisopados de contenido intestinal de caddveres, heces semiformadas y heces con moco o sangre); Baja: muestras con baja probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (hi-
sopados rectales y fecales de personas con diarrea o sin ella, y muestras de heces de personas con diarrea que recibieron tratamiento con antibiéticos antes de la obtencion de la muestra).

b Algunas de las observaciones realizadas con SMART directo se repitieron con SMART-6 6 SMART-18, por lo que la suma del ndmero de observaciones es diferente al nimero de muestras.

¢ NR: No se realizaron los calculos debido a que se obtuvieron menos de 10 observaciones.

CUADRO 3. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del sistema PDK y sus modificaciones, en comparacion con el cultivo, segin
el tipo de muestra?

Numero de observaciones

PDK directo PDK-6 PDK-18

Desempefio Alta Media Baja Alta Media Baja Alta Media Baja
Positivos verdaderos 13 3 0 5 8 15 1 3 10
Negativos verdaderos 12 24 0 1 18 14 0 1 80
Positivos falsos 2 7 0 0 0 0 0 0 0
Negativos falsos 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Total de observaciones® 27 34 0 6 26 31 1 4 90
Sensibilidad (%) 100,0 100,0 NR¢ NR 100,0 88,2 NR NR 100,0
Especificidad (%) 85,7 77,4 NR NR 100,0 100,0 NR NR 100,0
Valor predictivo positivo 86,6 30,0 NR NR 100,0 100,0 NR NR 100,0
Valor predictivo negativo 100,0 100,0 NR NR 100,0 87,5 NR NR 100,0

a Alta: muestras con alta probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (heces como “agua de arroz” y liquidas sin moco); Media: muestras con mediana probabilidad de aislamiento de V.
cholerae O1 (hisopados de contenido intestinal de caddveres, heces semiformadas y heces con moco o sangre); Baja: muestras con baja probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (hi-
sopados rectales y fecales de personas con diarrea o sin ella, y muestras de heces de personas con diarrea que recibieron tratamiento con antibiéticos antes de la obtencion de la muestra).

b Algunas de las observaciones realizadas con SMART directo se repitieron con SMART-6 6 SMART-18, por lo que la suma del nimero de observaciones es diferente al nimero de muestras.

¢ NR: No se realizaron los cdlculos debido a que se obtuvieron menos de 10 observaciones.
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CUADRO 4. Concordancia de los sistemas SMART, PDK y sus modificaciones, segun el tipo
de muestra? (en paréntesis se indica el nimero de observaciones comparadas)

indice kappa segun tipo de muestra

Métodos comparados indice kappa crudo Alta Media Baja
SMART directo — PDK directo 0,71 (62) 0,92 (27) 0,59 (34) NRP (1)
SMART-6 — PDK-6 0,96 (84) NR (7) 1,00 (28) 0,98 (49)
SMART-18 — PDK-18 1,00 (109) NR (1) NR (4) 1,00 (104)

2 Alta: muestras con alta probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (heces como “agua de arroz” y liquidas sin moco);
Media: muestras con mediana probabilidad de aislamiento de V. cholerae O1 (hisopados de contenido intestinal de caddve-
res, heces semiformadas y heces con moco o sangre); Baja: muestras con baja probabilidad de aislamiento de V. cholerae
01 (hisopados rectales y fecales de personas con diarrea o sin ella, y muestras de heces de personas con diarrea que re-
cibieron tratamiento con antibiéticos antes de la obtencion de la muestra).

b NR: No se realizaron los célculos debido a que se obtuvieron menos de 10 observaciones.

a Campylobacter en 1 caso y estructuras
semejantes a Serpulina en 1 caso.

Con excepcién del valor kappa obte-
nido al comparar el SMART directo
con el PDK directo en muestras de
mediana probabilidad (0,59), las prue-
bas de SMART y PDK mostraron una
concordancia excelente (superior a 0,9)
en las diferentes variaciones evaluadas
(cuadro 4).

En el andlisis de la motilidad se en-
contraron 65 muestras (47%) con bac-
terias que tenian la motilidad caracte-
ristica de los vibriones, en 21 de las
cuales se logré aislar V. cholerae O1. En
las restantes 44 muestras se identifica-
ron otras enterobacterias: V. mimicus
en 19 muestras, otros serogrupos de
V. cholerae en 3, vibriones hal6filos en
2, Aeromonas spp. en 8, Plesiomonas shi-
gelloides en 1, y en las 11 restantes no
se buscaron otros patégenos. En las 73
muestras restantes (53%) no se obser-
varon microorganismos con la motili-
dad caracteristica de los vibriones y de
ninguna de ellas se aisl6 V. cholerae O1.
Sin embargo, se identificaron Escheri-
chia coli como Utnico microorganismo
en 15 muestras, Shigella spp. en 2 casos,
Salmonella spp. en 4, rotavirus en 2
casos y Lamblia intestinalis en otros 2.

DISCUSION

El desarrollo de métodos diagnésti-
cos rapidos, especificos, sensibles y
econémicos es de suma importancia
para la deteccion temprana de patoge-
nos como V. cholerae O1, ya que no solo
permiten suministrar oportunamente
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el tratamiento especifico, sino también
iniciar de manera 4gil y racional las
medidas de control epidemiolégico (3,
10-12, 18, 23).

Los resultados del presente estudio
muestran que tanto el sistema SMART
como el PDK, utilizados en las condi-
ciones propuestas, permitieron esta-
blecer en menor tiempo el diagnéstico
de V. cholerae O1 en todas las muestras
de heces que resultaron positivas por
cultivo. El limite de deteccién de las
pruebas permitié diagnosticar V. chole-
rae Ol en forma directa en las heces de
pacientes que presentaron diarrea li-
quida sin moco o del tipo “agua de
arroz”, en las que se estima que la con-
centracién de vibriones es superior a
107 ufc/mL y que probablemente su-
ponen un mayor riesgo de transmisién
(22). Los valores de sensibilidad y es-
pecificidad obtenidos para el SMART
directo en muestras consideradas de
alta probabilidad son similares a los
informados en el estudio de campo rea-
lizado por el International Centre for
Diarrhoeal Disease Research en Ban-
gladesh, en el que 22 de las 23 mues-
tras (95,6%) de heces de pacientes con
sintomas de coOlera fueron positivas,
tanto por SMART directo como por
cultivo, mientras que las restantes 22
muestras fueron negativas por ambos
procedimientos (17).

A pesar de que entre las muestras
analizadas durante el periodo en que
se llevo a cabo esta evaluacién no se
encontraron reacciones positivas falsas
con el sistema SMART directo, en
nuestra experiencia de siete afios en el
uso de esta prueba se han observado
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al menos cuatro reacciones positivas
falsas con relacién al cultivo. En todos
los casos se trataba de heces diarreicas
con moco, dos de las cuales también
tenian sangre. En una de ellas se iden-
tific6 una especie de Rotavirus, en una
Shigella sonnei, en otra Escherichia coli
como Unico microorganismo y en la
otra no se identificaron patégenos. Por
lo anterior, no se recomienda aplicar
la prueba SMART directamente a las
heces que presentan estas caracteristi-
cas o el andlisis de las muestras positi-
vas debe repetirse después de 6 horas
de incubacién en APA.

Los resultados del desempefio del
sistema PDK directo en muestras con-
sideradas de alta probabilidad fueron
similares a los encontrados en Perti en
100 muestras de pacientes con sinto-
mas clinicos de célera, con otra prueba
de aglutinacién en latex basada en an-
ticuerpos monoclonales (16). Con el
PDK se observaron dos reacciones po-
sitivas falsas cuando la prueba se rea-
liz6 directamente a partir de las heces
liquidas o en “agua de arroz”. Sin em-
bargo, cuando se repitié la prueba de
PDK con muestras tratadas previa-
mente con el amortiguador de extrac-
cién del SMART se logré eliminar la
reaccién inespecifica, por lo que se re-
comienda al fabricante estudiar la po-
sibilidad de afiadir en esta técnica un
tratamiento previo de la muestra con
un amortiguador de extraccién. El sis-
tema PDK tuvo una menor especifici-
dad cuando se evaluaron directamente
otros tipos de heces diarreicas, prin-
cipalmente las que tenian moco o
sangre. En estos casos se recomienda
realizar la prueba a partir del enrique-
cimiento en APA durante 6 horas a
37 °C, con lo que se logra eliminar los
resultados positivos falsos.

En el presente estudio se observaron
algunas reacciones negativas falsas,
tanto con el SMART-6 como con el
PDK-6, cuando la prueba se realiz6 a
partir de hisopados rectales y fecales
de personas asintomadticas estudiadas
por haber tenido contacto con casos de
cblera. Esto podria deberse a que las
muestras contenian cantidades de bac-
terias inferiores al limite de deteccién
de dichas pruebas (107 ufc/mL). Estos
resultados son similares a los informa-
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CUADRO 5. Tiempo necesario para establecer el diagndstico de V. cholerae O1 por cultivo
y mediante pruebas rapidas, segun el tipo de muestra

Tipo de muestra

Tiempo necesario para establecer el diagndstico

Cultivo SMART PDK

Alta probabilidad (heces como “agua de arroz”
y liquidas sin moco)
Mediana probabilidad (heces diarreicas con
moco y sangre, heces semiformadas,
hisopados de contenido intestinal de cadaveres)
Baja probabilidad (muestras e hisopados
de personas asintomaticas y de personas
con diarrea tratadas con antibidticos antes
de la obtencion de la muestra)

18-24 horas 10 minutos 2 minutos

24-48 horas 6 horas 6 horas

24-48 horas 18 horas 18 horas

dos por Abbot y Janda que emplearon
el sistema rapido Cholera Screen® de
forma directa para diagnosticar V. cho-
lerae O1 en hisopados rectales de per-
sonas con sintomas de la enfermedad
o sin ellos (24). En estas situaciones y
cuando es probable que la muestra
contenga un pequefio nimero de bac-
terias, como es el caso de personas
que han iniciado el tratamiento con
antibidticos, es necesario prolongar la
incubacién de la muestra en el caldo
de enriquecimiento hasta las 18 horas.
En estos casos se gana en sensibilidad,
aunque aumenta el tiempo necesario
para establecer el diagnéstico (18
horas), que sigue siendo, no obstante,
uno o dos dias menor que el que se re-
queriria para establecer el diagndstico
por cultivo (cuadro 5).

La sensibilidad y especificidad logra-
das con los procedimientos SMART-6
y PDK-6 en muestras de mediana pro-
babilidad son superiores a las informa-
das por Bhuiyan y colaboradores (92%
y 91%, respectivamente) mediante un
sistema del tipo dipstick para el diag-
nostico del coélera en hisopados recta-
les de pacientes hospitalizados por
diarrea, con un enriquecimiento pre-
vio de 4 horas en APA (23).

La observacién microscépica de la
motilidad de la muestra “al fresco” es
una prueba sencilla, disponible en cual-
quier laboratorio y que puede ser de
utilidad para optimar el uso de las
pruebas rapidas, ya que estas son posi-
tivas solo cuando la concentracién de
bacterias en la muestra es superior a 107
ufc/mL, que es el limite de deteccién al

microscopio (cuadro 1). Si en el pre-
sente trabajo se hubieran utilizado los
resultados del analisis de la motilidad
con ese proposito, se habrian realizado
las pruebas répidas tnicamente al 47%
del total de las muestras analizadas y se
hubiera ahorrado su uso en 73 mues-
tras que no tenian microorganismos
con la motilidad tipica de los vibriones.
Con esa medida, ademads de obtenerse
una excelente correlacién con los resul-
tados del cultivo, se habrian ahorrado
recursos de laboratorio.

Los resultados del presente estudio
indican que las pruebas rdpidas de
SMART y PDK son muy versatiles y
pueden constituir un recurso impor-
tante para la vigilancia del cdlera si se
siguen los criterios siguientes:

1. Las pruebas se deben realizar de
manera directa cuando las heces
son del tipo “agua de arroz” o liqui-
das sin moco ni sangre y cuando en
la observacién de las muestras en el
microscopio “al fresco” se observan
microorganismos con la motilidad
caracteristica de los vibriones.

2. Sien la muestra o caldo de enrique-
cimiento no se observan al micros-
copio bacterias con la motilidad ca-
racteristica de los vibriones, se debe
incubar en APA de 6 a 18 horas
y volver a examinar la motilidad
al microscopio antes de aplicar la
prueba rapida.

3. Cuando se trate de muestras que
puedan tener poco material fecal o
que provengan de personas asinto-
maticas o que recibieron una dosis
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de antibiético, se recomienda reali-
zar las pruebas rapidas tinicamente
a partir de la incubacién durante 18
horas en caldo de enriquecimiento.

Los sistemas SMART y PDK son téc-
nicas disefiadas para el tamizaje, por
lo que su empleo no excluye la necesi-
dad de realizar el cultivo e identificar
el vibrion del cdélera, medidas indis-
pensables para tipificar la bacteria (se-
rogrupo, serotipo, biotipo), identificar
la toxina colérica, vigilar la resistencia
a los antibidticos y realizar estudios
filogenéticos, todo ello de gran impor-
tancia para la salud publica (11). Se
deben realizar controles de calidad a
cada nuevo lote de pruebas répidas,
segun las instrucciones del fabricante,
a fin de verificar la sensibilidad de las
pruebas y comprobar periédicamente
el funcionamiento correcto de los con-
troles provistos por estos sistemas
comerciales.

Los sistemas SMART y PDK permi-
ten llegar a un diagndstico certero de
colera en poco tiempo, no requieren de
instrumental complejo ni de personal
técnico altamente calificado y tienen un
desempefio satisfactorio en condiciones
de campo. Los resultados obtenidos de-
muestran que mediante la estrategia
propuesta se pueden mejorar la especi-
ficidad y la sensibilidad de estos siste-
mas y se reducen los costos del diag-
néstico, lo que permite recomendar su
empleo para la vigilancia del célera en
dreas con escasos recursos, en las que
esta enfermedad constituye un grave
problema de salud publica.
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ABSTRACT

Performance of Cholera-
SMART® and Pathogen-
Detection-Kit® in the quick
diagnosis of cholera

Objectives. To compare the performance of two rapid systems for the diagnosis of
cholera with the culture method, and to propose a strategy for improving the specificity
and sensitivity of these systems and reducing the costs involved in making a diagnosis.
Methods. The following institutions participated in the study: the National Bacteri-
ology Referral Center (Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia, CNRB) of the
Costa Rican Institute for Research and Teaching in Nutrition and Health (Instituto
Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud, INCIENSA) and
various hospitals in the provinces of Alajuela, Guanacaste and San José, in Costa Rica.
A total of 237 feces samples were used to asses the performance of two tests for the
rapid detection of Vibrio cholerae 01: the Pathogen Detection Kit® (PDK, Intelligent
Monitoring Systems, Gainesville, Florida, USA) and Cholera-SMART® (New Hori-
zons Diagnostics Corp., Columbia, Maryland, USA), both when applied directly (di-
rect SMART and direct PDK) and when applied to specimens cultured in broth-
enriched medium for 6 hours (SMART-6 and CPK-6) and for 18 hours (SMART-18
and PDK-18) at 37 °C in alkaline peptone water. Liquid and partially formed stools
were cultured and examined by means of the rapid direct test; when the initial result
was negative, the tests were repeated after culture for periods of 6 and 18 hours. Rec-
tal and fecal swabs were obtained from feces cultured in enriched-broth medium for
6 and 18 hours. In addition, we studied the sensitivity of the rapid testing systems by
using pure cultures of V. cholerae 01 (strain SOS-833, CNRB, Costa Rica) that were in-
cubated for 18 to 24 hours, and we assessed the usefulness of observing motility
under the microscope in order to rationalize the use of rapid methods.
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Results. The sensitivity of the direct SMART test and of the direct PDK test was 100%
when samples obtained from liquid and partially formed stools and from the intesti-
nal contents of dead bodies were used. With these samples, the direct SMART proce-
dure showed a specificity of 100%, whereas the direct PDK procedure showed a speci-
ficity that ranged from 85.7% to 77.4%, depending on the type of sample. False
positives obtained with the direct PDK method turned out to be negative with PDK-6
and PDK-18. Among the rectal and fecal swabs of persons with and without diarrhea
or who had received prior treatment with antibiotics, three results that were negative
with the SMART-6 procedure and two that were negative with the PDK-6 procedure
turned out to be positive with the SMART-18 and PDK-18 procedures, respectively.
Both systems showed excellent concordance (kappa index above 0.9) throughout. Both
systems were sensitive to 6 X 107 colony-forming units per milliliter (cfu/mL), which
was concordant with the microscopic observation of 10 microorganisms or more per
field with the type of motility that characterizes vibrios (at 1 000X magnification). Sam-
ples having fewer than 10 microorganisms with the motility that characterizes vibrios
had concentrations between 6 X 10% and 6 X 10° cfu/mL and became positive only
after incubation in enriched-broth medium for 6 to 18 hours. We propose a strategy for
diagnosing the presence of V. cholerae 01 infection in less time than it takes with tradi-
tional methods, with positive and negative predictive values of 100%.

Conclusions. The SMART and PDK systems make it possible to accurately diagnose
cholera quickly, don’t require sophisticated equipment or highly qualified technical per-
sonnel, and perform satisfactorily in field conditions. Through the proposed strategy, it
becomes possible to improve the specificity and sensitivity of these systems and to re-
duce the cost of making a diagnosis, thus making them suitable for use in cholera sur-
veillance in low-income settings where this disease is a serious public health problem.

The healthy, the strong individual, is the one who asks for help when he needs
it. Whether he has an abscess on his knee or in his soul.

[La persona sana y fuerte es la que pide ayuda cuando la necesita. No importa
si el absceso esta en el cuerpo o en el alma.]

Rona Barrett
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